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据 报 道 ， 家 垂 卵 中 存在 半 腻 氨 酸 和 蛋白酶 (Cysteine proteinase、CP)， 其 姓 质 与 哺乳 类 溶 酶 体 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 类 的 
组 织 蛋 白 酶 L 相似 .最 佳 必用 pH 为 3.5， 体 外 最 适 作 用 底 物 为 牛 血 红 蛋 白 ， 体 内 最 适 必 用 底 物 为 卵黄 磷 蛋 白 。 经 
SDS-PAGE 分 析 ， 分 子 量 为 47 玉 D。 其 主要 作用 是 在 胚胎 发 育 过 程 中 降解 卵黄 蛋白 质 ， 供 胚胎 发 育 之 需要 . 

在 成 热 卵 中 具 很 高 含 景 的 半 骸 氨 酸 和 蛋白酶、 在 脖 胎 发 育 开始 前 ， 并 不 发 生 和 卵黄 蛋白 质 的 水 解 ， 其 必用 机 制 尚 待 阅 
月 。 为 了 进一步 研究 半 骸 氮 酸 蛋白 酶 的 组 织 分 布 ， 合 成 位 点 、 及 cDNA 克隆 等 ， 必 者 从 家 垂 卵 中 纯化 了 半 腊 氮 酸 系 
白 酶 ， 并 制备 了 抗 血 清 。 

材料 和 方法 家 垂 由 实验 室 和 饲养 牛 血红 蛋白 购 于 日 本 Wortlungton 公司 ，DEAE-Cellulose (DE-52) 购 于 日 
本 Whatman 公司 ，Sepharose CL-6B 购 于 Pharmacia 公司 ， 羟 基 醚 灰 石 由 高 桥 进 教授 合成、 其 余 试剂 为 分 析 纯 . 

剖 陈 取 充 分 成 热 的 家 乔 卵 ， 加 入 级 冲 芒 【li0mmoly LTrs-HCI、pPH 7.0，lImmolyL EDTA，2mmo]l 工 区 基 
乙 酵 ) 匀 效 、 离 心 1 h (418000r/ min)、 取 上 清流 如 入 愧 和 歼 酸 馈 至 45%， 搅 拌 15 min 后 离心 《10000r/ min 
30min)， 取 沉淀 物 溶 于 少量 女 冲 液 中 ， 经 透析 后 加 到 DEAE- 纤 维 素 柱 上 层 析 (C2.5x 50 (4cm))， 以 含 0.5 moly 工 
NaCl 的 禹 冲 被 洗 脱 。 收 集 活 性 部 分 ， 透 析 、 过 宏基 础 艾 石 柱 (] x 1 (cm)])。 过 滤波 经 起 滤 浓 缩 【 滤 膜 Up-20) 加 到 
DEAE-Toyopeatl 柱 (] x 30 tcm)]， 以 05molzLNaCl 轰 神 液 梯度 洗 脱 。 收 集 半 请 缩 活性 部 分 ， 经 Sepharose 
CL-6B 柱 (4x100 lcm) ) 层 析 ， 再 经 DEAE~Toyopearl 柱 (1 x 30 (cm)) 进一步 纯化。 纯化 产物 经 洲 缩 后 加 入 
20% 甘 油 喧 存 于 一 707 。 

以 SDS-PAGE 分 析 产 物 纯度 ， 方 法 参照 Laemmli 【1970) 。 

酶 活性 分 析 参 月 Kageyama (1981) 方法 进行 .反应 液 为 | ml pH 3.5 牛 血红 和 蛋白 (42%)， 样 咒 ]0 一 200pl， 
37 夺 、]h， 以 2ml 5%TCA 中 止 反应 、 取 涉 过 洲 测 280nm 吸光 度 。 活 性 抑制 实验 在 上 述 反 应 液 中 增加 了 N- [CN 一 
1， 3—trans—carboxyran—2—carbonyl) 一 L-Ieucyl] —agmatine, E-—64. 

蛋白 质 售 量 铀 定 采 用 Lowry 法 。 

免 抗 血清 制备 参照 Bailey (1984) 方法 。 

免疫 沉淀 电泳 参照 SDS 一 PAGE 方法 略 加 修改 . 

结果 ”1. 半 胱 氮 酸 蛋白 栈 纯 化 ”以 100g 卵 中 经 56 步 纯化 过 程 、 最 终 获 得 1.4mg 全 化 的 半 胱 友 酸 蛋白 酶 ( 表 1)。 
层 析 结果 见 图 上， 

对 每 一 步 纯 化 产物 进行 了 SDS-PAGE 分 析 ， 最 终 产 物 为 一 条 带 ， 分 子 量 估 计 为 47kD {图 2)， 酶 活性 可 被 
E-64 抑制 。 


本 文 1992 年 1 月 6 日 收 到 、 同 年 7 月 22 日 杂 回 . 
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1 系列 层 析 ( 酶 活力 以 Unlts “iml 表示) 
Fig.] The results of sequencial chromotography 
BL 口 酶 活力 一 一 一 一 蛋白 质 吸光 度 一 一: 一: NaCl 
A- DEAE- 纤 准 素 “8B 第 1! 次 DEAE-Toyopear]  C. 琼脂 精装 胶  D， 第 2 次 DEAE-Toyopearl 





图 2 每 步 纯化 产物 SDS-PAGE 
Fig-2 The SDS—PAGE of the resuits in every purification step 
1. 45% 硫 酸 锐 ”2. DEAE- 纤 维 索 ”3. 羟基 础 大 石 ”4. DEAE-Toyopbearl 5. 琼脂 糖 族 胶 
6. DEAE-Toyopearl ”7. 标 准 蛋 白质 : ' 磷 酸化 栈 b94kD: 牛 身 清 蛋白 68kD; 卵 清 蛋白 43kD; 
碳酸 醛 酶 30kD CP: 半 胰 氨 酸 蛋白 酶 ” Vn: 卵黄 克 蛋 白 ”ESP: 卵 特 异 蛋白 ”30K: 30K 蛋白 
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1 期 起 小 儿 等 : 家 看 卵 半 脱 氨 酸 蛋白 酶 纯化 及 抗 血清 制备 9s 
表 1 家 看 卵 半 胱 氨 酸 重 白 酶 纯 北 
Iab.1 Punficauon of a cysteine proteinase from silkmoth eggs 

步 届 蛋白 质 总 重 活 | 力 化 活 产 率 

(mgb lunits) (%0) 
匀 桨 流 18000 4836 0.027 100 
45% 硫 龄 铁 沉 这 875 90 0.1 20 
DEAE- 纤 维 素 . 233 28.8 1.2 6 
第 1 次 DEAFE-Toyopearl 7. . 36 5 7 
琼脂 业 凝 胶 27 10.4 3.8 2 

第 2 次 DEAE--Toyepearl 1 .4 4.2 2.9 0.3 





2. 抗 血清 制备 、 滴 度 有 免疫 沉 这 电泳 ”在 皮下 注射 纯化 的 半 脑 气 击 蛋 白 酶 后 、 第 3 周 检测 到 搞 原 - 杭 址 沉淀 ， 在 


2 一 16 倍 稀 肥 的 免 杭 血清 中 均 可 检测 到 半 腻 氮 酸 自白 酶 抗体 (图 3)， 
以 抗 血 清 与 卵 提 取 补 反应 后 的 免疫 沉淀 进行 SDS-PAGE， 辣 果 在 大 约 47kD 处 出 现 半 胱 气 酸 蛋白 酶 带 〈 图 4). 





图 3 莫 脂 双向 免疫 扩散 4 ”免疫 沉淀 SDS-PAGE 
Fig. 3 Quchterlony double 1mmunodiffusion Fig. 4 SDS—PAGE of immunoprecipilate 
1-6 分 别 为 稀释 2、4，%8、16、32?2，64 们 的 免 抗 1. 标准 蛋白 质 2 免疫 训 淀 


血清 。 7 为 家 重 卵 提取 液 


纯化 产物 的 分 子 量 在 SDS-PAGE 上 约 为 47kKD， 最 适 作 用 pH 为 3.5， 其 活性 可 被 半 胱 氮 酸 眉 白 酶 特异 .性 抑制 剂 
E64 所 抑制 。 表 骨 纯 化 产物 为 半 胱 毛 酸 蛋白 酶 .以 此 产物 制备 的 杭 血 清 对 家 一 半 胱 毛 甬 蛋白 酶 具 高 度 专 一 性 . 
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